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C A R F が ど の よ う に 細 胞 増殖 に 関 与 し 、 が ん化 を 抑 制 し て いる か の 分 子 機 構

につ い て はい く つ か仮 説 が 提唱 さ れ てい る が まだ 明 ら かに な っ てい な い。もし 、

C A R F の 細 胞 内 に お け る新 し い 役 割 を 明 らか に で き れ ば 、 新た な が ん 抑 制 メカ

ニズ ム の 解明 や 新 規抗 が ん 剤タ ー ゲ ット の 発 見に つ な がる 可 能 性が あ る 。C A R F

欠損 が p 5 3 不 活 化 細胞 や p 5 3 欠 損 細 胞に お い ても ア ポ トー シ ス と異 常 細 胞分 裂

を誘 導 す るこ と か ら、 C A R F が 関 与 す る p 5 3 非依 存 的 細 胞増 殖 調 節機 構 が 存在

する と 推 論さ れ た 。こ の p 5 3 非 依 存 的細 胞 増 殖調 節 機 構に お いて C A R F 相互 作

用 因 子が 重 要 な 役 割 を 担う と 考 え ら れ 、 機能 既 知 C A R F 相 互 作 用 因 子 ： p 5 3、

M D M 2、 A R F、 C H K 2、 E R K 1 以 外 の C A R F 相 互 作 用因 子 が p 5 3 非 依 存的 細 胞 増

殖調 節 機 構解 明 の 鍵と な る 可能 性 が 考え ら れ た 。本 研 究 では 、C A R F に よ る p 5 3

非依 存 的 細胞 増 殖 調節 機 構 の分 子 メ カニ ズ ム を明 ら か にす る 手 がか り を 得る こ

とを 目 的 とし 、 最 新の プ ロ テオ ー ム 解析 技 術 を用 い て 新規 C A R F 相 互 作 用因 子

を探 索 す るこ と か ら研 究 を 進め る こ とと し た 。  

F L A G タ グ タ ンパ ク 質に 対 する p u l l  d o w n 法 によ り C A R F 相 互作 用 因 子群 の 単

離を 試 み 、そ の構 成 タン パ ク 質を n a n o - L C - M S / M S を用 い た プロ テ オ ーム 解 析 に

より 同 定 した 。 そ の結 果 、 5 ’ - 3 ’エ キ ソリ ボ ヌ クレ ア ー ゼ ( X R N 2 )お よび 他 1 8 種

類の 新 規 C A R F 相 互作 用 タ ンパ ク 質 を同 定 し た。 同 定 した X R N 2 と C A R F の 相

互作 用 に つい て さ らに 調 べ た。 作 製 し た C A R F 薬 剤 発 現誘 導 細 胞を 用 い た p u l l  

d o w n に お い て C A R F の 量 依 存 的 に C A R F 相 互 作 用 因 子 群 に 含ま れ る X R N 2 の量

が変 化 し た。 ま た 、 X R N 2 相 互 作 用因 子群 に C A R F が 含 まれ る こ とを 明 ら かに

した 。 双 方向 か ら 相互 作 用 を調 べ る こと で C A R F と X R N 2 が相 互 作 用す る こと



を示 し た 。ま た 、C A R F も X R N 2 も R N A と相 互作 用 す るこ とが 報 告 され て い る

こと か ら 、 R N A を 介し て C A R F と X R N 2 が相 互 作 用す る 可能 性 が 考え ら れ た。

この 可 能 性に つ い て調 べ 、R N A を 介 さず C A R F と X R N 2 が 相互 作 用 する こ とを

明ら か に した 。 さ らに 、 m K G レ ポー ター シ ス テム を 用 いた 解 析 から C A R F と

X R N 2 が 細 胞 内 、 特 に 核質 に お い て 直 接 相互 作 用 す る と 結 論づ け た 。 両 タ ンパ

ク質 に つ いて 欠 失 変異 体 を 作成 し 、各 々タ ン パ ク質 内 の 相互 作 用 領域 を 調 べた 。

C A R F では 1 - 1 7 5  a a を介 し て X R N 2 と 相互 作 用 する こ と 、X R N 2 では 少 なく と も

1 - 1 5 1  a a、5 0 1 - 6 8 0  a a が C A R F との 相 互 作 用に 必 要 であ る こ とが 明 ら かに な っ た。

X R N 2 の生 理 機能 の １つ で ある p r e - r R N A プロ セッ シ ン グに おけ る X R N 2 の 働 き

に C A R F が 影 響 を 与え る の か調 べ た 。始 め に R N A 干 渉 の技 術 を 用い て X R N 2

をノ ッ ク ダウ ン し、5 ’ETS 領 域の p r e - r R N A プロ セッ シ ン グ にお け る X R N 2 の 働

き を ノザ ン ブ ロ ッ ト 法 によ り 確 認 し た 。 次に 、 C A R F の 一 過的 過 剰 発 現 お よび

薬剤 誘 導 によ る 過 剰発 現 細 胞を 用 い て p r e - r R N A プ ロ セッ シ ン グへ の 影 響を 調

べた 。そ の 結 果 、C A R F の過 剰 発 現に より 5 ’ETS 領 域の p r e - r R N A プ ロセ ッ シ ン

グ過 程 に おい て 生 成さ れ る p r e - r R N A f r a g m e n t s（ 5 ’ETS - p r e - r R N A f r a g m e n t s） の

X R N 2 によ る 分解 が 阻害 さ れ るこ と が 示唆 さ れ た 。さ ら に 、C A R F の 過 剰 発現 に

よ り 5 ’ETS 領 域 の 0 1  s i t e の 切 断に お け る X R N 2 の 働 きが 阻 害さ れ る こと が 示 唆

され た 。 一方 で 、 C A R F は 0 1  s i t e の 切 断が 起 こ らな い と 次 の p r e - r R N A プ ロ セ

ッシ ン グ へ進 ま せ ない 監 視 を し て い る X R N 2 の働 き に 対し て は 関与 し て いな い

と推 論 さ れた 。明ら かに な った C A R F によ る X R N 2 の p r e - r R N A プ ロセ ッ シ ン グ

に お け る 働 き の 阻 害 が ど の よ う な 機 構 に よ っ て 起 こ る の か 調 べ た 。 始 め に

X R N 2 の酵 素 活 性に 対す る C A R F に よ る影 響 を 調べ た が 、影 響 は なか っ た 。次

に X R N 2 の 発現 量 に対 す る C A R F の 影響 を 調 べた が 、影 響は な か った 。最 後 に、

X R N 2 の 細 胞 内 局 在 に 対す る 影 響 を 細 胞 免疫 染 色 法 お よ び 細胞 分 画 法 を 用 いて

調べ た 。 その 結 果 、 C A R F は X R N 2 を核 質 へ 留め 、 リ ボソ ー ム 生合 成 の 場で あ

る核 小 体 の局 在 を 減少 さ せ るこ と で 、5 ’ETS 領 域の p r e - r R N A プロ セッ シ ン グ に

おけ る X R N 2 の 働 きを 阻 害 す る こ と が示 唆 さ れた 。 C A R F は 0 1  s i t e 切 断 後 の監

視に お い て働 く X R N 2 には 相 互 作用 で きず 、 5 ’ETS - p r e - r R N A f r a g m e n t s を 分 解

する X R N 2 およ び 0 1  s i t e 切 断 に 働く X R N 2 には 相 互 作用 でき 、そ の 局在 を 変 化

させ る と 推論 さ れ る。  

C A R F が X R N 2 を 核 質に 留 め るこ と か ら、C A R F が p o l  I I の 転写 終 結 点 に X R N 2

を留 め る 可能 性 が 考え ら れ る 。 本 研 究に お いて C A R F が X R N 2 と相 互 作 用す る

こと が 明 らか に な った こ と から 、 X R N 2 と A R F が C A R F を相 互 作 用因 子 と して

競合 す る と推 論 さ れる 。 A R F は C A R F を 介 さ な い経 路 に おい て も がん 化 抑 制に

働く こ と から 、 C A R F か ら 遊 離 した A R F も が ん 化 抑制 能 を 発揮 で き、が ん 化 抑

制が 促 進 する と 推 論さ れ る 。あわ せ て 、C A R F が X R N 2 の p r e - r R N A プ ロ セッ シ

ング に お ける 働 き を阻 害 す るこ と に より リ ボ ソー ム 生 合成 が 低 下し 、 細 胞増 殖

が低 下 す る可 能 性 も考 え ら れ、 細 胞 の増 殖 が さら に 抑 制さ れ る と考 え ら れる 。

今後 、 本 研究 で 明 らか に な った C A R F と X R N 2 の相 互 作 用や 生 理 機能 に 関 して

更な る 研 究が 進 み 、新 規 抗 がん 剤 が 開発 さ れ るこ と を 待ち 望 み たい 。  


